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論文内容要旨
 匿背景と目的】
 末梢血管抵抗は体血圧や臓器血流量の重要な決定因子である。末梢血管抵抗は細動脈の緊張度
 によって変化し,神経性,液性,代謝性などの血管外因子の影響を受ける。一方で,血管平滑筋
 は内因性の調節機構を持つとされる。血管外因子をブロックするか,血管を摘出単離しても細動
 脈はある程度の緊張度(基礎的緊張,basa1七〇ne)を持つことが知られている。この基礎的緊張
 は血管平滑筋自らが作り出しているという意味で筋原性緊張と呼ばれる。筋原性緊張の強さは血
 管内圧増加によって増強(筋原性収縮)し,内圧低下によって減少(筋原性拡張)する。生体に
 おける刻々の血管緊張はこのbasaltoneを血管外調節因子が修飾して決定されていると考えら
 れる。筋原性調節機構は最も基本的なものであり,その機序を明らかにすることは血管緊張度・
 末梢血管抵抗の生理的あるいは病的変動を理解するのに重要である。
 筋原性収縮はいくつかの段階を経て生ずる。血管内圧増加は平滑筋細胞膜を伸展させる。この
 伸展はなんらかのメカニズムで感知され,膜の脱分極が生ずる。この脱分極によって電位依存性
 Ca2+チャネルが開口しCa2+が流入し,[Ca2+]iが上昇すると考えられる。上昇した[Ca2+]i
 はミオシン軽鎖キナーゼを介してミオシン軽鎖をリン酸化してATPase活性を高め平滑筋収縮が
 起こると考えられている。一方,細胞膜伸展によりproteinkinaseC(PKC)が活性化され,
 平滑筋の収縮性が増加するという報告もある。一般にPKC活性は収縮機構のCa2+感受性を変
 化させると言われる。筋原性緊張の形成において,これら二つの異なる収縮機序であるCa2+流
 入(Ca2+influx)とPKC活性がどのような役割を果たし,どのような相互関連を持つのか明
 らかではない。本研究の目的は筋原性収縮の調節機構におけるCa2+流入及びPKC活性の果た
 す役割を検討することである。
 【方法】
 6-9週の雄Wistarラットをエーテルにて麻酔後に屠殺,大腿動脈の分枝で薄筋への細動脈
 並びに前腸間膜動脈第二分枝細動脈(各々内径100-200μm)を注意深く摘出した。細動脈は
 physiologicalsaltsolut三〇nを満たした実験バス内に移し,両端に内径80μmのポリエチレン
 製カニューラを挿入した。実験バスは透過光装置上に設置し,血管内径をビデオモニター装置を
 接続した実体顕微鏡にて測定した。細動脈は一方のカニューラ端のpressurereservoirにて内圧
 を制御され,両端の圧トランスデューサーにより内圧を測定した。細動脈の平滑筋[Cバ+]、は
 蛍光測定装置を付設した落射倒立蛍光顕微鏡上で340,380nmの二波長励起によるfura-2の
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 500nm蛍光強度比を用いて測定した。血管内径は680nmの赤色光の透過光を用いビデオモニター
 装置にて同時測定した。筋原性収縮は内圧増加前後(40-100mmHg)での内径変化を解析して
 評価した。
 骨格筋細動脈の第一群(18例)ではコントロール及びnifedipine10-5M存在下で筋原性収縮
 と[Ca2泳の測定を行った。第二群ではPKC阻害剤であるH7(6例),staurosporine(6例)
 の筋原性収縮に対する拡張反応の用量依存性を検討した。範囲はH7が10-BMから10-5M,
 staurosporineは10-1'Mから10一8Mであった。第三群ではコントロール及びH7(10-5M,6
 例)またはstaurosporine(3×10-9M,6例)存在下での筋原性収縮と[Ca2+]iの測定を行っ
 た。腸間膜細動脈の第一群(6例)ではコントロール及びBayk86445x10一了M存在下で筋
 原性収縮と[Ca2+]、の測定を行った。第二群(6例)ではコントロール及びPKCを活性化する
 phorbolester,phorbo112,13-dibutyrate(PDBu)10-3M存在下で筋原性収縮を観察した。
 【結果蒸
 骨格筋細動脈;第一群のコントロールでは血管内圧増加によって[Cバ+]・上昇が生じ筋原性
 収縮が生じた。nifedipine存在下では筋原性収縮,[Ca2+]・上昇の両方が抑制された。第二群で
 はH7或いはstaurosporineは用量依存性に筋原性緊張を抑制しそのIC5。はそれぞれ0.65±O.45
 ×10-6M,0.51±0.27×10-9Mであった。第三群ではH7或いはstaurosporineを加えると筋原
 性収縮のみが抑制され,[Ca2+]、変化との間に解離が生じた。
 腸間膜細動脈;第一群のコントロールでは血管内圧増加時に[Ca2÷]、の上昇は認められたが
 筋原性収縮は極めて微弱であった。Bayk8644存在下では内圧増加による筋原性収縮が出現し
 た。第二群ではPDBuを加えると有意な収縮を生じたが内圧増加後の筋原性収縮は出現しなかっ
 た。以上の結果から次に述べる結論を得た。
匿結論還
 細動脈筋原性収縮の成立には電位依存性L型カルシウムチャンネルを通じたCバ+流入が必須
 である。しかしこのCa2+流入のみが筋原性収縮の成立を決定するわけではなく,Ca2⊥流入と
 平滑筋収縮をcouplingさせる機構の存在も必要である。この機構の詳細は明らかではないが少
 なくとも骨格筋細動脈ではPKC活性が関与している可能性がある。
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 審査結果の要旨
 抵抗血管である細動脈には筋原性緊張と呼ばれる内因性の緊張が存在することが知られている。
 細動脈の緊張は筋原性緊張に神経性,液性,代謝性などの血管外因子の修飾が加わり決定される
 と考えられており,筋原性緊張調節機構の障害が高血圧症や臓器血流障害と関連することが推測
 されている。血管内圧増加により生じる筋原性収縮は内圧変化による筋原性緊張の調節機序を知
 る上で重要な現象である。筋原性収縮発現の際には平滑筋細胞のCa2+流入とproteinkinaseC
 (PKC)活性が重要であると考えられているがその詳細は明らかではない。本研究は筋原性収縮
 発現においてこの二つの細胞内シグナルがどのような役割と相互関連を持つかを検討したもので
 ある。
 本研究では細動脈の内径変化と平滑筋細胞内Ca2+濃度([Ca2+]、)測定のため独自に作成し
 た実験システムを用いている。血管外因子を除去するために内径100-200μmの細動脈は摘出
 後実験バス内で両端よりカニュレーションされ内圧を制御されている。血管内径は顕微鏡ビデオ
 モニターシステムでとらえた血管像をデンシトメトリーにより計測されている。平滑筋[Ca2+]i
 は蛍光色素であるfura-2の340nm,380nmの二波長励起による500nm蛍光強度比を用いて測
 定している。この時の血管内径は680nmの赤色光を用いてfura-2蛍光測定に影響を与えずに
 同時測定可能となっている。細動脈としてWistarラットの筋原性収縮の強い骨格筋細動脈と筋
 原性収縮をほとんど認めない腸間膜細動脈を用いている。骨格筋細動脈では内圧増加に応じた
 [Ca2'←]、上昇と筋原性収縮が認められた。電位依存性L型Ca2+チャンネルを抑制すると両者が
 消失し,PKC阻害剤存在下では筋原性収縮のみが抑制された。腸間膜細動脈では内圧増加に応
 じた[Ca2+]、上昇が認められたが筋原性収縮は認めなかった。電位依存性L型Ca2+チャンネル
 を賦活化すると筋原性収縮は発現し,PKC活性化剤を加えると有意な収縮は生じたが筋原性収
 縮は発現しなかった。以上の結果より著者は細動脈の筋原性収縮発現には電位依存性L型Cバ+
 チャンネルを通じたCa2+流入が必須であること,しかしこれのみが筋原性収縮発生を決定する
 わけではなくCが+流入と平滑筋収縮をカップリングさせる機構も必要であること,この機構に
 骨格筋細動脈ではPKC活性が関与している可能性があるとしている。
 従来の研究報告からは筋原性収縮発現におけるそれぞれの細胞内シグナルの位置づけや相互関
 連は不明であった。本論文は筋原性収縮の調節機構においてCa2+流入とPKC活性の協調が重
 要であることを示した最初の報告となる。以上本論文は独自に作成した実験システムを用い,細
 動脈の筋原性収縮発現における細胞内シグナルに関し重要な新知見を示しており学位論文に値す
 ると考えられる。
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